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摘要 : B 型 烟 粉 乱 Bemisia tabaci ( Gennadius) biotype B 和 温室 白粉 虱 Trialeurodes vaporariorum 均 为 全 球 普 遍 发 生 的 重 
要 害虫 。 本 研究 以 其 他 昆虫 热 激 和 蛋 日 90 基因 (hsp90) 保 守 区 域 设计 兼并 引物 扩 增 两 种 粉 融 hsp90 中 间 片 段 , 然后 利 
用 RACE 技术 获得 全 长 cDNA。 温 室 白 粉 融 hsp90 全 长 cDNA 的 开放 性 阅读 框 2 166 bp, 编码 722 个 氨基 酸 ; JEDE 
hsp90 全 长 cDNA 的 开放 性 阅读 框 2 160 bp, 编码 720 个 氨基 酸 。 两 种 粉 乔 HSP90 的 完整 氨基 酸 序 列 相 似 性 高 达 
92.94% ,并 均 具有 定义 HSP90 家 族 签名 序列 的 5 个 氨基 酸 保守 区 域 和 末尾 基 序 “MEEVD”。 通 过 real-time PCR 技 
术 , 探测 到 两 个 基因 在 mRNA 水 平 上 丝 能 高 温 诱导 表达 。 采 用 昆虫 纲 所 有 完整 HSP90 氨基 酸 序 列 进行 Kimura 双 参 
数 遗 传 距离 分 析 并 构建 NJ 进化 树 , 结果 显示 hsp90 在 昆虫 纲 低级 阶 元 水 平和 高 级 阶 元 水 平 系 统 进化 上 能 得 到 一 个 
较 理想 结果 。 本 人 研究 结果 为 B 型 烟 粉 乱 和 温室 日 粉 副 抗 逆 适 应 性 研究 提供 基础 ,并 进一步 验证 保守 的 功能 基因 
hsp90 可 以 作为 研究 生物 系统 发 育 的 手段 之 一 。 
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cDNA cloning and phylogenetic analysis of the heat shock protein 90 gene 
(hsp90) in two whiteflies, Bemisia tabaci ( Gennadius) biotype B and 


Trialeurodes vaporariorum ( Westwood) ( Homoptera: Aleyrodidae) 

YU Hao’? , WAN Fang-Hao”* (1. State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, 
Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100094, China; 2. Henan 
Institute of Science and Technology, Xinxiang, Henan 453003, China) 

Abstract: Bemisia tabaci ( Gennadius ) biotype B and Trialeurodes vaporariorum ( Westwood ) are 
worldwide pests. A pair of primers was designed based on the reported sequences of conservative regions of 
heat shock protein 90 gene ( hsp90) family in other insects, and the fragments isolated from the two whitefly 
species were amplified by RT-PCR, and their full-length cDNA sequences were obtained by 3' and 5’ 
RACE. The full-length cDNA of hsp90 of two whitefly species contained 2 166 and 2 160 bp open reading 
frame ( ORF) encoding 722 and 720 amino acids, respectively. The deduced amino acid sequence of hsp90 
of T. vaporariorum was aligned with that of B. tabaci and both displayed a high degree of conservation 
(92.94% ). The five highly conserved amino acid residues that characterize all the members of the HSP90 
family and the C-terminal pentapeptide MEEVD were found in the two sequences. A phylogenetic tree was 
constructed based on all the complete amino acid sequences of HSP90 from Insecta by NJ method with 
genetic distance of Kimura 2-parameter model, which showed that the hsp90 presented good phylogenetic 
informativeness at both low and high taxonomic levels in Insecta. The results provide new insights into 
adaptation mechanisms of T. vaporariorum and B. tabaci to extreme environmental stress. Our data provide 
further support that the hsp90 sequences with ubiquity and high degree of conservation can provide a useful 
model for phylogenetic analysis. 

Key words: Bemisia tabaci biotype B; Trialeurodes vaporariorum; gene cloning; hsp90; heat shock 
protein; phylogeny 
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B 型 烟 粉 乱 Bemisia tabaci ( Gennadius) biotype 
B dà x EN 
( Westwood ) Jg E 9H Ej 4 mu LK ( Homoptera: 
Aleyrodidae) , 25] A EZERRE R. AUREUS A 
在 我 国都 有 分 布 , 但 在 种 群发 生 上 存在 差异 , 温室 
日 粉 虱 长 期 以 来 是 我 国 北方 的 一 种 重要 害虫 , 主要 
在 温室 内 人 危害; 而 B 型 烟 粉 虱 目 20 世纪 90 年 代 中 
后 期 成 功 和 人 侵 我 国 以 来 , 已 经 在 我 国 南 北部 分 地 区 
相继 爆发 , 不 仅 在 温室 内 危害 严重 , 在 田间 也 大 量 
发 生 ( 罗 展 和 张 芝 利 ,2000; KZA], 2000; #4 
T, 2000)。 在 两 种 粉 融 混合 发 生 的 北方 地 区 , 其 
种 群 消长 有 明显 的 季节 性 规律 , 在 高 温 夏 季 以 B 型 
烟 粉 异种 群 为 主 , 而 到 春秋 两 季 气 温 趋 党 时 温室 日 
粉 乔 种 群 上 升 为 优势 种 群 (Ramos et al., 2002; 2jz 
等 , 2004) 。 瞬 时 热 激 情况 下 , B 型 烟 粉 乱 成 虫 的 耐 
热 性 高 于 温室 日 粉 乱 ， 高 温 对 B 型 烟 粉 蚕 成 虫 存活 
和 生殖 适应 性 的 有 影响 要 小 于 温室 日 粉 禹 , 这 有 利于 
B 型 烟 粉 莉 种 群 在 夏季 高 温 季 市 的 发 生 ( 瞧 烛 红 等 ， 
2007a, 2007b, 2008) , 

Eb rh i] dA PEU ZR fS 5 XA SR H (heat shock 
proteins, HSP) 的 分 子 伴侣 作用 有 关 ， 热 激 重 日 在 
生物 热 胁 迫 生 态 适 应 和 进化 上 起 者 重要 作用 
(Parsell and Lindquist, 1993; Feder and Hofmann, 
1999) 。 热 激 蛋 日 是 一 类 广泛 存在 于 各 种 生物 体 中 
高 度 保守 的 胁迫 蛋白 , 它 受 很 多 生物 逆境 和 非 生物 
逆境 的 诱导 。 高 温 胁 迫 可 导致 重 日 质 的 空间 构象 发 
生 改 变 , 尤其 是 处 于 折合 阶段 的 蛋 日 质 更 易 损 伤 ， 
但 在 热 激 和 蛋白 和 其 他 分 子 伴侣 的 作用 下 ， 热 敏 蛋 日 
的 损害 减少 ， 从 而 使 生物 获得 耐 热 性 ( Morimoto， 
1998; Nann et al., 2006) 。 热 激 和 蛋白 根据 其 分 子 量 
可 分 : 热 激 重 日 90( HSP90) , $1 5 EJ 70、 热 激 重 
日 60 和 小 热 激 重 日 这 几 个 家 族 (Feder and 
Hofmann, 1999; Sdrensen et al., 2003) , HSP90 是 
生物 体内 较 丰 富 的 分 子 伴侣 , 能 与 细胞 中 一 些 功 能 
重 晶 如 和 蛋白 激 酶 .类固醇 激素 受 体 等 结合 形成 复合 
物 , 参与 细胞 的 分 裂 、 免 疫 和 信号 转 导 等 一 系列 生 
命 过 程 (Pearl and Prodromou, 2001; Picard, 2002; 
Pratt and Toft, 2003) , 

VARIA [SC BUPE A TH [8] EA] E EE AE 
SM, HOC IRR AE. RIEA BU Aa PER, 
拥有 许多 形态 难以 区 分 的 不 同 生 物 型 ( Perring, 
2001; 万 方 浩 等 ,2005 ) ,但 它们 具有 不 同 的 温度 适 
应 性 (Luo et al., 2004) 。hsp90 作为 普遍 存在 的 重 
要 功能 基因 , 克隆 该 基因 , 借 此 了 解 它 们 的 系统 发 


Trialeurodes vaporariorum 


ARZ, 为 研究 入 侵 粉 虱 的 物种 分 化 (specific 
diversification ) 提供 新 的 依据 ,并 为 验证 粉 我 hsp90 
表达 与 功能 打下 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

实验 中 所 用 B 型 烟 粉 项 和 温室 日 粉 莉 成 虫 均 
为 本 实验 室 长 期 保存 的 温室 实验 种 群 。 温 室内 温度 
22 ~28C ,相对 湿度 为 50% ~ 60% ,， 目 然 沦 。 饲 养 
B 型 烟 粉 乱 和 温室 日 粉 乔 的 寄主 植物 分 别 为 甘蓝 
Brassica oleracea L. var. capitata L. ( 京 丰 1 号) 和 
ph Lycopersicum esculentum Mill. ( P 5 m), 
1.2 主要 试剂 

RNAeasy Mini Kits JA Ħ Qiagen 公司 ; 
SuperScript First-Strand Synthesis System 130] & , 3' 
RACE 和 5' RACE 试剂 盒 均 购 目 Invitrogen 公司 ; 
Taq 酶 、dNTP W H NEB 公司 ; DNA 胶 回 收 试剂 盒 
购 自 OMIGA 公司 ; DNA marker, 克隆 载体 pGM-T 
MARAI A TOP10 均 为 天 根 公 司 产品 。 引 物 合成 
与 测序 由 英 骏 (北京 ) 公 司 完成 。 
1.3 HSP90 基因 克隆 
1.3.1 Æ RNA 的 提取 与 第 一 链 cDNA WER: 取 
200 头 粉 乱 , 采用 RNAeasy Mini Kits ( Qiagen ) 试剂 
盒 法 提取 总 RNA, 并 用 20 L DEPC 水 溶液 溶解 。 用 
琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 和 紧 外 分 沧 光 度 计 检测 总 RNA 的 
纯度 和 浓度 。 取 2 hg 总 RNA 为 模板 ， 以 
Oligo(dT)2 为 反 转 录 引 物 , 在 反 转 录 酶 M-MLV 的 
作用 下 催化 第 一 链 cDNA 的 合成 。 
1.3.2 全 长 cDNA 的 获取 与 序列 分 析 中 间 片 段 获 
W: 采用 昆虫 hsp90 保守 区 域 设计 兼并 引物 ， 上游 
引物 : 5'-AGCCRATSGTTCGTCCCTCG-3', 下 游 引 
物 : 5'-GCTTSTHCTTTCACTCGGAGA-3'。 以 第 一 链 
cDNA 为 模板 进行 扩 增 , 反应 参数 为 : 940 预 变 性 
3 min; 然后 94% 变性 30 s, 577C 3B X 30 s, 72°C 延 
伸 1 min, 2£ 35 个 循环 ; 最 后 72Y 延伸 5 min, 17 
增长 度 为 810 bp, 扩 增 的 PCR 产物 以 1 5% die 
凝 胶 电 泳 检测 和 分 离 。 琢 脂 糖 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 
后 连接 到 pGM-T 载体 中 , 转化 TOPIO 感受 态 细胞 ， 
HARIA, 挑 取 半 个 菌落 进行 PCR 鉴定 ,阳性 殉 
隆 单 阔 落 放 大 培养 , 送 英 骏 公 司 测 序 。 

3' 端 cDNA 扩 增 : 反应 采用 3 RACE System for 
Rapid Amplification of cDNA Ends( Invitrogen ) 推荐 方 
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法 进行 , 以 总 RNA 为 模板 , 采用 试剂 盒 内 的 反 转 录 
引物 Adaptor Primer ( AP) 和 反 转 录 酶 合成 cDNA, 
再 以 反 转 录 产 物 为 模板 ,分别 用 gspl 5- 
ATTGTTCGTCCCTCGTCGTGCTCCAT-3' 和 gsp2 5'- 
AGTGACGACGAAGCCGAAGAGG-3' 与 通用 引物 
UAP 配对 扩 增 温室 日 粉 乱 和 B 型 烟 粉 虱 的 3 端 。 
反应 参数 为 : 94C 预 变性 3 min; 然后 94Y 变性 
1 min，60% 退火 1 min, 72%C 延伸 3 min, 共 35 个 循 
环 ; 最 后 72 忆 延伸 10 min, PCR 产物 稀释 100 倍 作 
为 模板 ， 分 别 用 上 游 引 物 5'-ACTGCGAAT 
ACCTCATCCCTGAATAG-3'f 5'-CACGACTGAGGA 
GTATCCAGC-3 与 下 游 引 物 UAP 作 第 二 次 PCR, R 
应 参数 为 : 94C 预 变性 3 min; 然后 94% 变性 1 min, 
58% 退火 1 min, 72% 延伸 2 min, 共 35 个 循环 ; 最 
后 72 人 延伸 10 min。 扩 增产 物 回收 、 死 隆 测 序 同 中 
IH] Fr B c 

5' 端 cDNA 3 3$: 反应 按照 $'RACE System for 
Rapid Amplification of cDNA Ends( Version 2. 0) 推荐 
方法 进行 ， 以 总 RNA 为 模板 ， 分 别 用 引物 5 - 
AGTTCTTGCGGATGAC-3! 和  S5'-CCTCTTCGGCT 
TCGTC-3', ERIR KEHE Ta RE EPI AA B 
RUE cDNA。 然 后 , 转录 产物 经 S. N. A. P 纯化 
后 进行 TdT 加 尾 。 最 后 , 以 加 尾 产 物 为 模板 ,用 引 
物 5'-TTGCGGATGACTTTCAGGAT-3' 和 5’-TCGGCT 
GTTTCTTTCATCTTGGTG-3' 与 通用 引物 AAP 进行 
端 扩 增 。 反 应 参数 为 : 9470 预 变 性 3 min; 然后 
94*C 变性 1 min, S7% 退火 1 min, 72C 延伸 2 min, 
30 个 循环 ; Bn 7270 延伸 10 min。 扩 增产 物 回 收 、 
元 隆 测序 同 中 间 片 段 。 

片段 连接 与 序列 分 析 : 两 端 及 中 间 片 段 的 连接 


Æ DNAMAN( version 5. 0; Lynnon BioSoft, Quebec, 
Canada) 中 进行 ， 采 用 ORF Finder ( http://www. 
nchi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html) 来 鉴定 两 个 全 长 
cDNA 的 开放 性 阅读 框 , 然后 两 端 非 翻译 区 设计 引 
物 ， 以 cDNA 为 模板 PCR 扩 增 , 测序 比 对 确认 。 对 
所 得 的 序列 结果 与 GenBank 中 的 核 苷 酸 序列 数据 
库 用 BLAST ( http://www. ncbi. nim. gov/BLAST/) 
软件 进行 同 源 性 比较 分 析 。 
1.4 ”高温 诱 导 的 hsp90 表达 分 析 

在 人 工 气 候 箱 (MHT. 350 W, 日 本 三 洋 电 机 股 
份 有 限 公 司 产 品 , 温度 变 幅 0.270) rn, 分别 以 39 
和 41C 热 激 处 理 两 种 粉 珊 1 h, 迅速 液 氮 冷冻 ， 
-80 人 保存 。 以 和 常温 (25C ) 下 粉 融 为 对 照 , 每 个 处 
理 3 KER, 每 个 处 理 200 头 虫 。 提 取 总 RNA, 反 
转录 获得 cDNA, ,以 B-actin HAAN, 采用 real- 
time PCR 方法 , 检测 两 种 粉 融 高 温 下 hsp90 表达 水 
平 , 每 个 重复 进行 3 次 PCR 扩 增 , 取 平 均值 为 该 处 
J8 C, (E, Real-time PCR 引物 见 表 1, 反应 仪器 为 : 
iQ™ 5 Real-time PCR Detection System ( Bio-Rad, 
Fodter City, CA, USA), 反应 参数 : 99% ， 变 性 
10 s; 95C ZEE 5 s, 60% 退火 $ s, 72% 延伸 20 s, 
35 个 循环 ; 为 探测 浴 解 曲线 , 设计 55 人 退火 10 s, 
80 个 循环 , 每 循环 一 次 退火 温度 上 升 0.5Y 。 
1.5 系统 发 育 分 析 

M NCBI 上 下 载 昆虫 纲 所 有 hsp90 的 全 长 cDNA 
序列 , 使 用 Clustalx1. 8 软件 对 这 些 序列 进行 比 对 。 
采用 分 子 进化 遗传 分 析 软 件 MEGA4 进行 Kimura XX 
参数 遗传 距离 分 析 , 构建 NJ 进化 树 。 针 对 两 种 拓扑 
树 各 分 文 记 点 均 进 行 重 抽样 检验 (Bootstrap 估算 )， 
各 重复 1 000 次 , 检验 分 子 系统 树 各 处 的 置信 和 度 。 


表 1 Real-time PCR 引物 


Table 1 Sequences of the primers used in real-time quantitative PCR 


基因 引物 (5 一 3 ) 扩 增 户 段 长 度 (bp) 
Gene Primer sequence Fragment length 
温室 日 粉 乱 hsp90 GCTCCACGACGTGCTCCCTT 158 

Trialeurodes vaporariorum hsp90 ATCTGTCGCTTCTGAACGGT 

B 型 烟 粉 乱 hsp90 CACTGCTGAAAGCAAAGATC 


Bemisia tabaci biotype B hsp90 


95 


CGATGGGTTCGGTCATGTAGA 


H z& HHA b-actin CGCTGCCTCCACCTCATT 129 
T. vaporariorum B-actin ACCGCAAGATTCCATACCC 

B 型 烟 粉 乱 B-actin TCACCACCACAGCTGAGAGA 231 
B. tabaci biotype B f-actin CTCGTGGATACCGCAAGATT 
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1.6 数据 统计 分 析 

HH SAS 6.12 统 计 软 件 (SAS Institute, USA, 
1996) 的 方差 分 析 (ANOVA) 来 进行 数据 的 统计 和 
分 析 。 显 车 性 测定 采用 邓肯 氏 新 复 极 差 法 检验 ， 显 
著 性 检验 水 平均 为 P<0.05。 


2 fm 


2.1 两 种 粉 可 hsp90 序列 分 析 

温室 日 粉 乱 hsp90 全 长 cDNA (GenBank 登录 
号 : EU934245) 为 2 918 bp, 有 ployA 尾巴 , 开放 性 
阅读 框 2 166 bp， 编 码 722 个 氨基 酸 。 经 过 NCBI 
网 上 Blast 比 对 ,发现 与 其 他 昆虫 hsp90 cDNA 相似 
性 很 高 ， 其 中 与 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 该 


基因 相似 性 达 59. 31% 。 烟 粉 乔 hsp90 全 长 cDNA 
(GenBank 登录 号 : EU934241) 为 2 712 bp, /H 
ployA 尾巴 , 开放 性 阅读 框 2 160 bp, ,编码 720 FA 
ER, Blast 比 对 结果 表明 与 其 他 昆虫 的 hsp90 序列 
相似 性 很 高 , 与 黑 腹 果 蝇 该 基因 相似 性 为 
58.70% ~. WARIS ELKI hsp90 全 长 cDNA 相似 性 达 
68.8% , 序列 比较 与 结构 见 图 1。 

两 种 粉 各 hsp90 推测 的 完整 氨基 酸 序 列 同 源 性 
高 达 92. 94% , 氨基 酸 序 列 比 较 与 结构 特征 分 析 见 
图 2, 定义 HSP90 家 族 签名 序列 的 5 TAERA T 
区 域 (Gupta, 1995; Theodoraki and Mintzas, 2006) 
在 温室 日 粉 乱 和 B. 型 烟 粉 乔 中 都 存在 , 在 图 2 中 以 
下 划 线 的 形式 标 出 , 末尾 基 序 “MEEVD ”也 是 
HSP90 4& HB REAIEZL— e 








TY 91 
-----n-------------cc-ccc--c--c------0-0-0-0-----00-0--0---07000-0--------------- y---i------------t---- 91 
TADLVMNZGTIAKSGTKATMEAISAGADISNIGQEGUGEYSAFLVADVTWISKHNDDEQYLUHESSAGGSFTVKVDVGGERLGRGTKTIUM 182 
-a v----------i-S-h-.---------i- 181 
HMKEDMTEFLEERKIREIVERHSOFICYPIKLLUERERDRELSDDEAEEEEEKKEDKEDKEEDKDTPKIEDVEDDEECKERKKKERTVKEK 273 
-—-------------- d--------------------------e--e---.V------e---------------e------------i--- 271 
YTEDEELNKTKPIWTRNPEDITTEEYGEFYKSLTNDWEDHLAVKHF SVEGQLEFKALLFAPRRAPFDLFENKKKKNNIKLYVRRVFIMDNC 364 
-—---------------- d----------------------------------------Vy----------------k-e---i-------- 362 
EDLIPEYLNFMKGVVDSEDLPLNISREMLOONKILKVIRKNLVKKCLDLFEELAEDKENYKKFYEOFSKNLKLGIHEDSONRKKLSDLLRY 455 
-y----.---i------------------------------------ e----------- f------------------ t------ a----- 452 
OTSASGDEVCSLKDYVARMKENOKHIYYITGESKDOVANSAFVERVRKRGFEVLYVTEPIDEYVVOOMKDYDGKNLVSVTKEGLELPEDEE 546 
----t--d---f£---------------------------- S----- k------ i-m---------------------------2-------- 543 
EKKKREEDKAKFETLCKVMKDILDKKVEKVVDSNRLVESPCCIVTSOYGWTANMERIMKAQALRDSSTMDYMAAKKHLEINPDHPVMDALR 637 
-—--y----Vy-------------------- iv------------------------------------- g--------------------- 634 
VKAEAEKNDKAVKDLVMSLFETALLSSGFALEDPOVRAARIYRMIKLGLGIDEDEPLLVEEEKPDSAMPAADGDTEDASRMEEVD 722 
---------- g------l------------------h-g--h--------------vm-------t--------à---------- 719 





图 2 B 型 烟 粉 乱 和 温室 日 粉 乔 hsp90 推测 蛋白 序列 及 特征 


Fig. 2 The deduced amino acid sequences of hsp90 genes of two whiteflies, Bemisia tabaci biotype B and 


Trialeurodes vaporariorum and their characteristics 


“一 表示 相同 氨基 酸 , 下 划 线 标 出 5 个 高 度 保 守 氨 基 酸 特征 域 和 末尾 %MEEVD” 基 序 。 


“-” denote identical amino acid residues. The five highly 


conserved amino acid segments that characterize all members of the HSP90 family and the C-terminal pentapeptide MEEVD are underlined. 


2.2. 诱导 表达 分 析 

高 温 瞬 时 热 激 都 能 够 诱导 两 种 粉 乱 hsp90 R 
达 。 如 图 3 显示 , 39 和 41%C 瞬时 高 温 ， 两 种 粉 乔 
hsp90 的 表达 水 平 显著 高 于 常温 状态 。 温 室 白 粉 融 
39 亿 瞬时 高 温 热 激 与 41% 高 温 热 激 hsp90 表达 没有 
显著 差异 , 但 B 型 烟 粉 融 39Y 瞬时 高 温 热 激 hsp90 
表达 水 平 显著 高 于 41 人 高温 热 激 。 
2.3 序列 进化 分 析 

我 们 分 析 了 昆虫 HSP90 完整 氨基 酸 序 列 的 系 
统 发 育 关 系 , 包括 温室 日 粉 融和 B US HSP90 
推测 氨基 酸 序列 。 基 于 昆虫 纲 6 个 目 共 24 个 物种 
的 完整 HSP90 氨基 酸 序 列 构建 系统 进化 树 , 结果 见 
图 4。 从 图 中 可 以 看 出 , 昆虫 纲 的 6 个 目的 物种 都 
能 各 目 聚 类 一 起 , 彼此 很 好 地 区 分 开 ，hsp90 系统 
进化 树 与 昆虫 纲 分 目 相 一 致 JA f] H 


( Homoptera) 的 3 个 物种 梨 蚜 Acyrthosiphon pisum、 温 
室 日 粉 融和 B 型 烟 粉 乔 的 聚 类 情况 来 看 , 同 为 粉 乔 
总 科 ( Aleyrodoidea) 的 温室 白粉 融和 B 型 烟 粉 乔 先 
聚 类 到 一 起 ,而 后 和 系统 发 育 关 系 较 远 的 蚜 总 科 
( Aphidoidea) 梨 蚜 聚 为 一 类 。 鲜 翅 日 ( Lepidoptera ) 
的 8 个 物种 聚 类 为 一 个 分 文 , 从 目 以 下 的 分 类 阶 元 
来 看 , 4 个 总 科 的 物种 各 种 聚 类 成 为 4 小 分 文 : A 
Ii HUS ( Bombycoidea ) BJ Zx Æ Bombyx mori、 马 尾 松 
毛虫 Dendrolimus punctatus、 洲 叶 松 毛虫 Dendrolimus 
superans 聚 为 一 小 分 文 ; 夜 蛾 总 科 ( Noctuoidea) H H 
Wk Qu iR Mamestra brassicae 和 Xj -& WR Sesamia 
nonagrioides R Jj — /; ^b x; HR AR 
( Yponomeutoidea ) 的 小 菜 蛾 Plutella xylostella R X 
一 小 分 支 ; RR A P} (Pyraloidea ) 的 二 化 蜡 Chilo 
suppressalis fT 23 Sj Y& Omphisa fuscidentalis 聚 为 一 
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3T .. . AA TT TGAAA GA AGC GT AA GAA GT GTC GT GT GCG TT CAT CC CAA GC GAT CCCATTT TT CGGCG TGCTC TGAA TTT TC CCACT CAAAG T 87 
IV tga-g----tg-ag-atactc-tgc-c--tc----- c--g-a..--atcg-t-gc------a-t--a---ct-ca--aata-ac-gc-a- 88 
3T CAGTGTTTTTCCCTTTTCTCTGTGAAGTTTTATTTT AT TCC TT ACC AA GAT GCCAGAAGACG TTA AC ATG GA AC AGGCT GAGAC CT TCG T 177 
TV ...-t---c-a-a--aa----a-tgg-c----ac-a..... ---------2--7-----------agCca----- g--a--g--a-------- 170 
3T AT TTC AA GC TGA GA TTG CT CA GCT TA TGA GC TT GAT TG TCA AC ACA TT CTACTCAAACAAAGAAATCTTCTTGCGAGAATTGATCTCTAA 267 
rv t£--c-----g-----c--g--at-g---tcg------c-----------cccc--t-----------t---ce-t--------------a-- 260 
3T CT CAT CAGA TGC CT TGG AC AA AAT CC GTT AC GA ATC TC TAA CA GAC CC ATC CC GT TTGGA AAGTG GC AAA GA AC TTT AC ATC AAGA TCA T 357 
rV -—-Ek--------à-----t--------g--------ct-g--t--t----- t--cc-t--------a------t-g-t------a--tg- 350 
3T TC CCA AC AA GAA TG ACA GA AC TCT CA CCA TC AT TGA TACTG GA ATT GG AAT GACC AAG GC TGACC TT GTAAA CA ACT TG GGA AC AA TCGC 447 
rV a--a--t--a-----t-----a-----a-----a---t-a--t----- t--------a--a--t--------------a--t--c--t-- 440 
3T CA AAT CTGGAAC TA AAG CC TT CAT GG AGG CC CT CGC TG CTG GT GCT GA CAT CTCT ATGAT CGGTC AG TTT GG TG TAGGT TTC TACT CAGC 537 
rV ------à----- c-----t--t-----a--t--tt-------------t-----------t-----a----------------------- 530 
3T CT TCC TC GT CGC TG ACA CC GT CAC AG TCG TC TC AAA AC ACA AC GAT GA CGA AC AG TAT GT CT GGG AG TCC TC TG CCG GT GGATC TT TCAC 627 
rV £-----t-----------à----- cg-----t--ce--------t----- t-----a---t-g-----a--t-----t-----t-------- 620 
3T AATCAAATCTGACCATGGAG. ..AACCTC TC GG CCG TG GAA CC AAG AT CAT CA TG CAC AT GA AGG AA GAC AT GACTG AA TTC CT GG AGGA 714 
TV -g----- gt----gt---c-gtg-----t-g----- a-----------&g-------------c-cccc-c-------2g----- a--a-- 710 
3T GC GCA AG AT CAA AG ATA TC GT CAA GA AGC AC TC CCA GT TCA TC GGC TA TCC CA TC AAA CT GC TCG TC GAG AA GG AGC GA GAC AA GG AAC T 804 
TV ---t--a--t-----a--t----—----a-----t---—--------à-------c-----t----------------aa------------- 800 
3T CAGTGAAGACGA AG... AGGAAGAAGAAGTGAA GAA GG AAG AC AAA GÀ AGA AA AA GAA GÀ AG ACA AG GAT AC AC CAA AG ATC GA AG ATG T 891 
rV -—----6-------ccg-a--g-------a------aà-----b--------Qg-----------t--a----- t-----a--t--g----- 890 
3T AG AAG AT GA AGA AG AGG GT AA AGA GA AGA AA AA GAA GA AGA AG ACA AT CAA AG AA AAG TA TA CTG AA GAT GA AG AGC TG AAC AA GA CGA A 981 
rv Qg--------b--g-----------à-----g----- a--------tg----g--------Cc--à-----------à--------à--c-- 980 
3T AC CCA TC TG GAC CC GCA AC CC AGA TG ACA TC AC AAC AG AAG AG TAC GG AGAGT TC TAC AAGTCCC TCACAAACGACTGGGAAGACCACCT 1071 
rV -—-----------a-g--t----- g--t-----g--t--g-----t----- a--t----- a-----------t--t--------t--tt- 1070 
3T AGCTGTCAA ACACT TCT CT GT TGÀ AG GCC AG CT GGA AT TCA AA GCC TT ATT GT TC GTC CC TC GTC GT GCT CC AT TCG AC CTGTT CG AGA A 1161 
rV ---a--g--g--t--------g-----t-----------------t--g--a--t-ct--a--a--------c--t--t--c--t--a-- 1160 
3T CA AAA AG AA GAA GÀ ACA AG AT CGA AC TGT AT GT CAT AC GAG TT TTC AT CAT GGAC AAC TG CGAAT AC CTC AT CC CTGAA TACCT GAACT T 1251 
rV —-——---------------C---à----à--c----gga--------------------------g-tt-g--t--a--g-----c----- 1250 
3T CA TCA AG GG TGT CG TTG AT AG CGA GG ACT TG CC CCT GA ACA TT TCT CG TGAAA TGCTC CA AC AGAAC AAG AT CC TGAAA GTC AT CC GCA A 1341 
TV ---j--------à--à--C----- a--------at-------c----- a------t-a-----------à--t--c--------t--t-- 1340 
3T GA ACT TG GT CAA GA AAT GC TT GGA AC TTT TC GA AGA GC TGG CA GAA GÀ CAA AG AG AAC TT CA AGA AA TTC TACG AAC AG TTC AG CA AGA A 1431 
rV ------à-----------t--a--tt-a--t----- a--a--t-----------a----a------------t-----a--t-------- 1 430 
3T TT TGAAATT AGG AA TCC AC GÀ AGA TACTC AA AA TAG GÀ AGA AA TTG GC AGA CC TC CTG AG GT ACC AG ACT TC AG CCACT GGA GA CG ATG T 1521 
rv Q-----------tb-------------g---------à---------t-t---t-a--t--a--t--a--a-----t-gc--t--t--a-- 1520 
3T CT GCT CA TT TAA AG ATT AT GT AGC TC GTA TG AA AGA GA ACC AG AAG CA TAT CT AC TAC AT CA CTG GT GAA AG CA AAG AT CAAGT AG CTA A 1611 
rv ———------g-------c-c-c--üà-cc-cococ-c--àccoc-cocc-cc-Qooccccccocococ--c------------g--c--------c-- 1610 
3T CTCCTCATT TGT CGAGC GAGT CAA GA AAC GC GG TTT TG AAG TA ATC TA CAT GACC GAA CC CA TCG AT GAA TA TG TAG TC CAGCA AA TGA A 1701 
rv t--tg-c----- t-----c--togt-----t--g--------to-----g----à----- t--t-----------c--t--a-------- 1700 
3T AG ACT AC GA CGG TA AGA AC CT GGT CT CAG TC AC GAA AG AAG GA TTA GA ACT GC CT GAG GA CG AAG AA GAA AA GÀ AGA AA TAC GA GG AAG A 1791 
rV -—-t-----t--a------t----à--------à-----------------Cc--a--a--t------------------cgg--a--g-- 1790 
3T CAAAGTTAAGTT CGAAA CC CT CTGCA AGG TA AT GAA AG ATA TC CTT GACAA GAAA GTAGA GA AAG TT ATT GT AAGTA AC AGG TT AG TCGA 1881 
IV o ----- cc--a--t-----tt-g--------t----- g--c--t--------------Q---------g-c-at-----t---c-g--t-- 1880 
3T ATCCCCATGCTG TA TCG TC AC ATC GC AGT AC GG CTG GA CAG CA AAC AT GGAACGT ATC ATGAAGGCTCAAGCGCTCCGAGACTCTTCGAC 1971 
rv -—-à--------c--k-----------à--t--t-----c--ec--t-----------------à-----g--t-----g----- a--c-- 1970 
3T AA TGG GC TA CAT GG CAG CC AA GAA AC ATC TC GAAAT CAACC CT GACCACCC TGTC ATGGATGCTC TCCGAGTGAAAGCAGAAGCTGAGAA 2 061 
TV c----at--------g-----------et----------t--a----- t--a--a---------—--------c-----t--------a-- 20600 
3T GAACGACAAGTCAGTGAAAGATCT TG TCA TG CT GTT GT TCG AGACGGCCCT TC TGTCC TCCGGTTTTGCTCT TGAAGATCCTCAAGTCCA 2151 
rv -—----t---g-t--t------t-g--t---tca--------a--t----- c--t--a--t--------c--------c--a-----t-g 2150 
3T TGCTGGCCGCAT CC ACC GA AT GAT CA AAC TT GG CTT AG GGA TT GAC GAAGA CGAG CCAGT CATGG TTGAAGAGGAGAAGCCAGACACAGC 2241 
TV ---c-ct--a--tt--------------t-a--t-----a-----t-----------tc--c-a--------a--a--a------t---- 2240 
3T CA TGC CC GC AGC TG ACG GA GA TGC AG AAG AT GC TTC AA GGA TG GAAGAAGT TGAT TAAACATG........... ... ATGTTTATCACCT 2 317 
rv -—----t--t-----t--t--ca-g--------à-----a------------------g--actcgtcagctccaat--c---t---a-- 2330 
3T GTTCATTC......ATTCCATTTGGTTCATGTACCTTGTTCTT...TCTCCACCTCTGTA.......GGTGAATGTAACA....AGATTC 2387 
TV ------ctctttaa--ct--a--tt---tc-a-g--gcagt--aca------tt---t-ctaatctca--tg--a---tgtcat-c-c-t 2 420 
3T AGAGTTCAAGTATTTTCGTTCCTATT..CGCTGAACTGTA. ee ee SCTGAGTATTACT. . AATTC 2 442 
IV --ca--t--ca-c-aat------ta-ac--tacg-----gaataattcacaagtaaaatttctcaatacgttct------gt-gt---gt 2 510 
3T TGTACTTTT...CTTAAGTTCAATCCTA....GTGTAATTTTCTC. ATCGT.TACTTATTGTTTGTTCCT TAGCTTCATT....CTCTTT 2 519 
TV -aa----c-aaa--c-----att-tt--tcaa--aggg-cc-t-tg-a---acg---t-cc-cca---t--t-tg-tg--acaat-t-c- 2 600 
3T GTTGATAACGTCTAGAATCTGATGAGGGTGAACT............ .. ..CTCTTACTAGTCTGACTGTATGTCCTCAT....... .... 2 582 
rv -c----tttt-g-t-g-aaaa-a---aaaa-g-cagaattttaaaccttg-------c---t-tt-aa---t-tt-tc-tgattatgtga 2690 
3T eI f f n nn nn nnn n .AGGAAATTGCA...AAATGTG.. l.l... llc. ese.. TGATGTATTTTTCTGTTCTAAGAA — 2624 
IV ccatcttttctgagccacaagocg----g---t--ctg--g-a--actcgaccgaagtaactccatgc-c-ac----c-gcac--ct--tg 2 780 
3T AACGTACCTTTTTCTT. ....... ll sll ee ee 222 4. LAAGCTTTAAGAAT. .. ATTTTGTATCTTTC. .. . TTITTTTA. .. .. AALA 2 679 


rv gcta---t----at--tgaagatattttgcctgttaaag--t-a-c----- gtca-a-------t----ctaa--------tgttcc--c  Á 2870 


图 1 B 型 烟 粉 乱 和 温室 日 粉 乔 hsp90 全 长 cDNA 序列 
Fig. 1 Alignment of the full cDNA sequence of Asp90 from two whitefly species, Bemisia tabaci biotype B and Trialeurodes vaporariorum 
TV: 温室 白粉 乔 Trialeurodes vaporariorum; BT: B 型 烟 粉 乱 Bemisia tabaci biotype B.“-” 表 示 相 同 核 背 酸 Indicating identical nucleic acid; ". "3€ 
IRRD IZH Indicating absent nucleic acid. 开放 性 阅读 框 的 起 始 密码 子 (ATC) 和 终止 密码 子 (TAA) 分别 用 粗 下 划 线 和 双 下 划 线 标 出 ; 波浪 线 
标 出 加 尾 信号 AATAAA Initiative code ( ATG) are shown with heavy underline; stop codon( TAA) are shown with double underline; polyadenylation 


signal are shown with wave underline. 下 同 The same below. 
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图 3 B 型 烟 粉 乱 和 温室 白粉 乔 hsp90 的 高 温 诱导 表达 


Fig. 3 High temperature induced expression profiles of hsp90 in two whitefly species, 


Bemisia tabaci biotype B and Trialeurodes vaporariorum 


KAPA KEHE + int, 不 同 小 写字 母 表示 0.05 水 平 下 显著 性 差异 。The data are denoted as mean + SD, and different letters over the bars 


indicate that the means are significantly different ( P « 0.05). 


小 分 文 。 看 蛾 总 科 中 顶 叶 蛾 科 ( Lasiocampidae ) 2 个 
物种 聚 在 一 起 , ASARRE (Bombycidae) 的 家 看 聚 
为 一 类 。 双 翅 目 (Diptera) 的 聚 类 较为 复杂 , 但 完全 
与 分 类 学 相 一 致 , 首先 短 角 亚 目 (Brachycera) 的 6 
物种 为 3 个 总 科 : 下 蝇 总 科 (Opomyzoidea)、 蝇 总 科 
(Muscoidea) 水 蝇 总 科 (Ephydroidea) ,它们 又 各 目 
聚 类 为 3 个 分 文 , 共同 组 成 短 角 亚 目 分 文 ,再 与 长 
H E H ( Nematocera ) Bj 2X fs FE X Culex 
quinquefasciatus 聚 为 一 类 。 该 聚 类 结果 与 昆虫 学 上 
的 分 类 结果 一 致 ， 表明 hsp90 作为 一 个 保守 的 功能 
基因 , 在 昆虫 纲 中 目 级 阶 元 水 平和 较 低 阶 单 元 水 平 
构建 物种 间 分 子 系统 进化 树 上 能 得 到 一 个 较 理想 


结 
3 讨论 


本 人 研究 利用 昆虫 的 hsp90 保守 区 域 设计 简 并 引 
物 , 从 B 型 烟 粉 乱 和 温室 白粉 乱 中 成 功 克 隆 了 
hsp90 的 cDNA 片段 ,并 根据 cDNA 片段 设计 RACE 
引物 克隆 了 全 长 cDNA。 该 全 长 基因 与 其 他 昆虫 的 
hsp90 具有 较 高 的 同 源 性 , 尤其 是 与 亲缘 关系 较 近 
物种 梨 蚜 的 同 源 性 较 高 , 在 系统 发 育 树 上 的 关系 比 
较 靠 近 。 和 蛋白 氨基 酸 序 列 结构 特征 分 析 显 示 , 它们 
均 具 有 hsp90 的 典型 特征 , 如 5 个 保守 区 域 . 末 尾 基 
序 等 。 这 说 明 本 研究 所 克隆 的 基因 全 长 cDNA 是 两 
种 粉 乱 的 HSP90 基因 。 

昆虫 是 变温 动物 , 对 温度 变化 非常 敏感 ， 而 在 
目 然 界 中 ,环境 处 于 不 断 变 化 当中 , 昆虫 难以 避免 


要 受到 温度 变化 的 胁迫 。 昆 虫 对 温度 胁迫 耐 受 性 的 
高 低 对 其 种 群 的 发 展 、 分布 和 季节 动态 有 着 重要 的 
影响 。HSP 不 仅 可 以 在 细胞 处 于 应 激 状 态 下 调节 
细胞 的 生理 功能 , 而 且 还 在 蛋白质 的 跨 膜 转运 、 折 
车 、 降 解 及 特定 构象 维持 等 方面 起 重要 作用 ( Hartl， 
1996) , 在 HSP 和 其 他 分 子 伴侣 的 作用 下 , 可 减少 
高 温 对 热 敏 重 日 的 损害 。 通 过 对 HSP 基因 缺失 突 
变 体 的 研究 证 明 , 至 少 某 些 HSP 对 有 机 体 在 高 温 下 
的 存活 和 耐 热 性 的 获得 是 必需 的 (Parsell and 
Lindquist, 1994) 。 本 研究 结果 表明 , 高 温 瞬 时 热 激 
能 诱导 B 型 烟 粉 乱 和 温室 日 粉 乱 hsp90 迅速 提高 表 
达 , 说 明 hsp90 在 两 种 粉 乱 高 温 胁迫 中 起 到 一 定 作 
用 。 两 种 粉 乱 生 境 相 似 , 温度 适应 性 有 很 大 差异 ， 
这 是 否 与 热 激 和 蛋白 的 表达 相关 ， 有 竺 更 进一步 
研究。 

HSP 基因 是 生物 普遍 存在 的 功能 基因 , 进化 上 
高 度 保守 , 近年 来 成 功 的 应 用 于 分 子 进化 与 分 子 系 
统 学 的 研究 。 在 原核 细胞 领域 , hsp65 WRA Hr Ez 
有 效 地 反映 出 不 同 分 文 杆 亢 近 缘 种 之 间 的 亲缘 关 
R, 其 分 辩 率 非常 接近 16S rDNA 的 分 析 结 
hsp65 有 可 能 作为 分 校 杆菌 的 鉴定 标志 ( McNabb et 
al., 2004; kim et al.，2005 ) 。hsp60 KERTI dg fü 
属 Botrytis 属 下 种 间 关 系 提供 了 新 的 分 子 证 据 , 并 
被 用 于 解释 葡萄 孢 属 在 物种 形成 过 程 中 诸如 寄主 转 
移 \ 有 性 生殖 丢失 \ 协 同 进 化 等 重要 进化 事件 ( Staats 
et al., 2005) 。 并 且 这 类 分 子 伴侣 的 基因 为 解决 双 
ETT Bifidobacterium 根瘤 菌 Rhizobium 及 相关 非 
寄生 阔 种 和 了 眼 忠 属 Euglenozoa 及 属 内 种 间 的 系统 发 
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图 4 基于 HSP90 氨基 酸 完整 序 列 的 昆虫 纲 不 同 种 类 系统 进化 分 析 
Fig. 4 Phylogenetic analysis based on amino acid sequences of HSP90 to determine relationships between different insects 
使 用 Kimura 双 参 数 模型 构建 NJ 进化 树 , DERRER 1 000 次 重 抽样 检验 中 符合 聚 类 的 百分数 ,比例尺 表示 每 单位 长 度 位 点 蔡 代 率 。 


NJ method with genetic distance of Kimura 2-parameter model. The numbers above the branches indicate the percentages of times that the species are 


grouped together in the bootstrap trees. The scale bar indicates the number of substitutions per site for a unit branch length. 所 分 析 种 类 的 相关 序列 
GenBank 登录 号 GenBank accession numbers related to the species analyzed: 48 Acyrthosiphon pisum ( XP-001944920) ,意大利 蜜蜂 Apis mellifera 
(XP-395168) , ZÆ Bombyx mori ( NP-001036876) , 二 化 Chilo suppressalis ( BAE44307) , 2i s FEX. Culex quinquefasciatus ( XP-001861928) , Zi 
t Delia antique ( CAI64494) ， 马 尾 松 毛虫 Dendrolimus punctatus ( 4AMB90804) ， 落 时 松 毛虫 Dendrolimus superans ( ABM89112) , Rt Drosophila 
buzzatii ( 4ABK34934) ， 黑 腹 果 量 Drosophila melanogaster ( NP-523899) , 4x 4B iB A UR Exorista civilis ( ACD63052) , Bj SS PE Y% W& Liriomyza 
huidobrensis ( AAW49252) ， 美 洲 斑 潜 量 Liriomyza sativae ( AAWA49253) , ÆW. Kl Locusta migratoria (AAS45246 , ， 腰 带 长 体 草 蜂 Macrocentrus 
cingulum ( ACE77781) ,甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae ( BAF03554) ， 中 红 侧 沟 草 蜂 Microplitis mediator ( ABVS5506) , mj tE IM E az | v Nasonia 
vitripennis ( XP-001605191) , TE 4E. Omphisa fuscidentalis ( ABP93404) ,小 菜 蛾 Plutella xylostella ( BAEA872) , X) Z&ll& Sesamia nonagrioides 


( ABA54273) ， 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( NP-001094067 ) . 


育 关 系 提 供 了 可 信 的 证 据 (Stepkowski et al., 2003; 
Zhu et al., 2003; Simpson and Roger，2004 ) Aldo 
等 (1999) 通 过 HSP90 的 序列 比较 , 构建 出 一 系列 
系统 进化 树 ; Chen 等 (2006) 利 用 生物 界 中 32 物种 
和 GenBank 所 有 hsp90 家 族 信 息 , 分 析 了 hsp90 家 
族 的 进化 分 化 和 基因 结构 等 。 本 文 昆 虫 岗 hsp90 
系统 进化 很 好 的 把 各 目 昆 虫 单独 类 聚 ,并 反应 了 目 
以 下 各 物种 间 杀 缘 关 系 , 进一步 说 明 hsp90 是 分 子 
系统 进化 的 理想 候选 基因 。Theodoraki 和 Mintzas 


(2006) 认为 hsp90 不 仅 在 高 级 分 类 阶 元 的 系统 进化 
上 是 个 新 的 分 子 依 据 , 在 低级 分 类 阶 元 也 能 提供 重 
要 信息 。 烟 粉 乱 作 为 全 球 广泛 分 布 的 人 侵 物 种 ,其 
分 类 一 直 很 混杂 , 到 2001 E, 烟 粉 乱 就 有 41 个 种 
EFIE, 其 中 24 个 种 群 被 赋予 特定 生物 型 , 其 他 
17 个 种 群 尚未 认定 (Pering, 2001)。 用 8 个 生物 型 
的 15 个 种 群 进行 过 杂交 实验 , 其 中 B 型 烟 粉 乱 与 
ZEB 型 烟 粉 乱 之 间 生 殖 上 基本 或 完全 生殖 隔 
离 (De Barro and Hart, 2000) 。 形 态 极其 相似 或 相 
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同 的 烟 粉 剧种 下 分 类 一 直 是 个 难题 ，psp90 作为 一 
个 重要 的 功能 基因 , 已 被 广泛 应 用 与 其 他 物种 间 系 
统 进化 关系 区 分 , 在 烟 粉 虱 不 同 生物 型 的 演化 关系 
研究 值得 探讨 。 本 研究 克隆 的 粉 乱 hsp90 ,为 下 一 
步 利 用 hsp90 研究 烟 粉 乔 不 同 生 物 型 的 系统 分 化 关 
系 提供 基础 。 
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USA) fll Sigmaplot (Jandel Scientific, CA ) 软 件 分 析 人 处 理 。 
2 结果 


2.1 Ik DUM 神经 元 形态 学 观察 

使 用 倒置 相差 显微镜 (200 x ) 对 神经 元 细胞 形 
态 学 进行 观察 。DUM 神经 元 呈 典 型 梨 形 ， 具 有 球形 
胞 体 和 轴 突 , 胞 体 大 小 和 轴 突 长 度 各 有 不 同 , 细胞 
膜 光 洁 完 整 , 形态 饱满 。 镜 下 视野 干净 , 无 杂质 碎 


JB, 细胞 多 沉 于 培养 胃 底 , 单个 分 散 ( 图 1)。 

镜 下 观察 到 的 DUM 神经 元 按照 轴 突 长 度 与 胞 
体 直 径 比 值 可 分 为 3 类 : C1) EE <1 的 神经 细胞 
约 占 6090, 其 中 直径 为 50 ~60 um 的 作为 膜 片 钳 
实验 人 研究 的 重点 ; (2)1 大 轴 / 直 <2 的 神经 细胞 占 
2096; (3)2 < 轴 / 直 神经 细胞 的 比例 为 10% , 此 类 
细胞 细胞 直径 多 小 于 40 um, 轴 突 较 长 , 不 适合 全 
细胞 膜 片 钳 实验 。 





图 1 急性 分 离 的 美洲 大 螃 中 枢 DUM 神经 元 
The acutely dissociated dorsal unpaired median neurons of Periplaneta americana 


A: "Wi/ Er «1 的 DUM 神经 元 Axonal length/cell body diameter ratio less than 1; B: 1 三 轴 / 直 <2 的 DUM 神经 元 Axonal length/cell body diameter 


Fig. 1 


ratio greater than or equal to 1 and less than 2; C: 2 三 轴 / 直 的 DUM 神经 元 Axonal length/cell body diameter ratio greater than or equal to 2. 标 


RBar 225 jum. 


2.2 电 生 理 实验 结果 

2.2.1 DUM 神经 元 全 细胞 Na' 电流 : 在 实验 中 ， 
电 生 理 内 外 液 使 用 了 K- 的 阻 断 剂 CsF 和 TEA-CI 
阻 断 外 向 Ki 电流 , 同时 外 液 中 使 用 Ca ^ 阻 断 剂 
CdCl, 阻 断 胞 外 Ca^* ; 电极 内 液 使 用 CsF 和 Ca^ * 3C 
合剂 EGTA 阻 断 细 胞 内 钉 的 影响 ,以 去 除 内 回电 流 
中 的 Ca^" 电流 成 份 , 使 记录 到 的 电流 是 Na* 电流 ， 
并 用 TTX 对 得 到 的 电流 进行 鉴定 。 

所 记录 到 的 电流 对 于 去 极 阶 暑 脉冲 呈现 净 内 问 
电流 ， 电 流 幅 度 很 大 ， 持续 时 间 极 其 短 芹 ( < 
10 ms) ,快速 激活 后 数 训 秒 灭 活 ，- 10 mV 时 电流 
峰值 最 大 ,以 此 电流 为 对 照 , 加 入 钠 通道 的 特异 阻 
新 剂 TTX (500 nmol/L) 可 完全 阻 断 该 电流 (图 2)， 
由 此 证 明 所 记录 到 的 电流 为 钠 电 流 。 不 同 去 极 化 电 
压 产生 的 电流 大 小 不 同 , 说 明 DUM 神经 元 钠 通道 
的 开放 具有 电压 依赖 性 (图 3)。 

2.2.2 DUM 神经 元 Na 电流 的 I-V 曲线 : 选择 直 
径 为 50 ~60 pm ŽP KEE DUM 神经 元 ， 置 钳制 电 
位 于 -90 mV, 给 予 从 -90 mV 至 +50 mV, 以 
10 mV 递增 , 波 宽 为 30 ms 的 去 极 化 脉冲 刺激 ， 记 
录 到 DUM Na 电流 , 作为 不 同 脉冲 电压 下 全 细胞 
电流 峰值 的 平均 值 , 以 DNO y fü, 测试 电压 为 x 轴 


作 图 (n 214) , 绘制 出 DUM 神经 元 钠 电 流 的 IV Hi 
RRO VÆ, 表现 为 电压 依赖 性 的 内 向 Na * 
电流 , 激活 电压 在 -30 mV 左右 , 在 -10 mV 左右 
电流 峰值 达到 最 大 值 , 逆转 电压 位 于 58 +3 mV, 与 
文献 报道 基本 一 致 。 


TTX 


sal 


10 ms 
图 2 TTX (500 nmol/L) X RIKE DUM 神经 元 
钠 电 流 的 阻 断 作 用 
Fig. 2 Blocking effect of TTX (500 nmol/L) on the control 


Control 


ionic current of Periplaneta americana 
内 向 电流 用 时 程 为 30 ms, 从 钳制 电位 为 -90 mV 至 -10 mV 的 去 极 
化 脉冲 刺激 在 加 入 TIX(500 nmol/L) RRA t , 观察 TTX 对 电 
流 的 作用 ， 电 流 基 本 被 阻 断 , 证 明 该 电流 对 TTX 敏感 。Inward 
currents elicited by 30 ms depolarizing steps from 90 to — 10 mV before 
( control) and following application of 500 nmol/L TTX. After TTX was 
applied, inward currents were blocked, which proved to be TTX-sensitive 


sodium currents. 


2.2.3 DUM 神经 元 Na 电流 的 激活 曲线 : 选择 和 直 
径 为 50 ~60 pm SHE DUM 神经 元 ， 置 钳制 电 
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